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Im Verlauf der inflammatorischen Kaskade werden die
Kohlenhydrat-erkennenden Rezeptoren, P-Selektin und
E-Selektin, binnen Minuten bzw. 4 bis 6 Stunden nach einem
chemotaktischen Reiz auf Endothelzellen exprimiert.[1] Das
Sialyl-Lewisx-Epitop wurde als Ligand beider Selektine
identifiziert.[2, 3]

Die Kohlenhydrat-bindende Domäne ist für das E-Selektin
durch Transfer-NOE-Experimente an einem Komplex aus
Sialyl-Lewisx und einem rekombinanten E-Selektin-IgG-Fu-
sionsprotein, Molecular Modeling-Studien[4] und Röntgen-
strukturanalyse[5] untersucht worden. Diese Studien belegen
die entscheidende Rolle des Fucoserestes des Sialyl-Lewisx

für die durch Komplexierung eines Calciumions vermittelte

Bindung an E-Selektin.[5±7] Bei den natürlichen Liganden der
Selektine sind offenbar auch andere Strukturelemente in die
spezifische Bindung einbezogen. Beim P-Selektin-selektiven
Liganden PSGL-1 sind O-verknüpfte N-Acetyllactosamine
mit Sialyl-Lewisx-Determinaten für die Bindung wichtig,
wobei eine an sauren Aminosäuren reiche und O-sulfatierte
Tyrosine enthaltende Peptidsequenz beteiligt ist.[8, 9] Beim
endogenen Adhäsionsliganden ESL-1[10, 11] für E-Selektin
trägt ein N-Glycan den Sialyl-Lewisx-Liganden. Für die
Bindung an E-Selektin, das auch in der hämatogenen
Metastasierung eine Rolle spielt[2b] und z. B. spezifisch an
gastrointestinale Tumorzellen bindet,[12] ist keine solche Be-
teiligung von Peptidepitopen aus dem ESL-1 beschrieben
worden.

ESL-1 enthält fünf potentielle N-Glycosylierungsstellen,[11]

wobei die umgebende Aminosäuresequenz im Vergleich zu
jenen anderer an E-Selektin bindender Sialoglycoproteine
weitgehend konserviert bleibt. So stimmt die Aminosäure-
sequenz 672 ± 681 von ESL-1 1 um das Sequon NLT mit der
Sequenz 676 ± 685 des E-Selectin-Liganden MG160[13] über-
ein.

-Gly-Asn-Leu-Thr-Glu-Leu-Glu-Ser-Glu-Asp- 1

In früheren Untersuchungen war für die Bindung von
synthetischen Sialyl-Lewisx-Glycopeptiden sowohl an P-Se-
lektin[14] als auch an E-Selektin[15] ein modulierender Einfluss
des Peptidteils auf die Kohlenhydraterkennung gefunden
worden. Da der Abschnitt 1 aus ESL-1 mit seiner Häufung an
sauren Aminosäuren ¾hnlichkeit zur Bindungsdomäne von
PSGL-1 aufweist, haben wir ihn für die Konstruktion eines
synthetischen E-Selektin-Liganden ausgewählt. Ein weiteres
Ziel war es, einen ähnlich wie die Sialyl-Lewisx-Mimetika[16]

gegen enzymatischen Abbau stabileren E-Selektin-Liganden
zu finden. Ein Angriffspunkt des enzymatischen Abbaus von
Sialyl-Lewisx ist die Fucosid-Bindung.[17] Der Fucoseteil ist
aber für die Bindung an E-Selektin (siehe oben) essentiell.[4, 5]

Geprüft werden soll nun, ob das a-l-Fucosid durch ein b-d-
Arabinopyranosid ersetzt werden kann, welches die drei
sekundären Hydroxygruppen in gleicher räumlicher Anord-
nung wie das Fucosid trägt. d-Arabinose kommt in Säuge-
tieren nicht vor, von daher sollten ihre Glycoside biologisch
stabiler sein.

In der Synthese des Arabino-Sialyl-Lewisx-Saccharids wird
wie in früheren N-Glycopeptidsynthesen[14, 15,] die Azidogrup-
pe als Schutz des anomeren Zentrums des Glucosamins
verwendet.[18] Nach dem In-situ-Anomerisierungsverfahren[19]

wird 4,6-Benzyliden-N-acetyl-glucosaminylazid 2[20] mit
Ethylthio-2,3,4-tri-O-benzyl-a,b-d-arabinopyranosid 5 zum
b-d-Arabinosyl-glucosaminazid 6 umgesetzt (Schema 1).

Wegen der hohen Säurelabilität der Arabinopyranose-
Derivate muss die Tetra-O-acetyl-arabinopyranose 3[21] mit
Ethanthiol und BF3-Etherat bei -15 8C umgesetzt und die
Reaktionsmischung vor der Isolierung des Ethylthio-tetra-O-
acetyl-a,b-d-arabinopyranosids 4 bei dieser tiefen Tempera-
tur mit einer zu BF3 äquimolaren Menge an Triethylamin
neutralisiert werden. Aus 4 entsteht durch Umesterung mit
Natriummethanolat/Methanol und anschlieûende Benzylie-
rung des Ethylthio-arabinopyranosids der Arabinosyldonor 5.

[9] Für 5 b stimmen die berechneten Werte für die Singulett-Triplett-
Aufspaltung sehr gut mit denen auf BD(T)-Niveau erhaltenen in
Lit. [7] überein.
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Bei der regioselektiven Öffnung des Benzylidenacetals von
6[22] mit Natriumcyanoborhydrid wird wegen der säurelabilen
Arabinosid-Bindung HCl in absolutem Diethylether unter
Dünnschichtkontrolle zutitriert. Die Galactosylierung an der
reaktionsträgen 4-OH-Gruppe des Arabinosyl-glucosamin-
Derivats 7 wird mit dem reaktiven Trichloracetimidat 8[23]

vorgenommen. Vom so erhaltenen Trisaccharid 9 werden
durch ZempleÂn-Umesterung die O-Acetyl-Gruppen entfernt.

Für die regioselektive Sialylierung an der 3'-OH-Gruppe
des Arabino-Lewisx-Derivats 10 erwies sich im Unterschied
zur Synthese des Sialyl-Lewisx-Azids[14] nicht das Methyl-
sondern das Ethylthiosialosid 11 als günstigster Donor. Auch
musste die Aktivierung mit N-Iodsuccinimid (NIS) und
Trifluormethansulfonsäure (TfOH)[24] (und nicht mit Methyl-
sulfenyltriflat) in Propionitril bei ÿ32 8C in Gegenwart von
Molekularsieb, aber ohne zu rühren durchgeführt werden.
Nur dann wird das Arabino-Sialyl-Lewisx-Azid 12[25] (nach
zweimaliger Chromatographie) in zufriedenstellender Aus-

beute erhalten. Durch Hydrogenolyse des Azids
über neutral gewaschenem Raney-Nickel[26] er-
hält man das Arabino-Sialyl-Lewisx-Amin 13,
welches nach Isolierung direkt mit Fmoc-Aspa-
raginsäure-a-allylester[27, 28] unter der Einwirkung
von [2-O-(1H-7-Azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethyluronium-hexafluorophosphat] (HA-
TU)[29] und 1-Hydroxy-7-azabenzotriazol
(HOAT) zum N4-[Arabino-Sialyl-Lewisx]-Aspa-
ragin-Konjugat 14 umgesetzt wird. Durch Pd0-
katalysierte Allylesterspaltung mit N-Methylani-
lin als Allylabfangnucleophil[30] wird der Arabino-
Sialyl-Lewisx-Asparagin-Baustein 15[31] für die
Glycopeptidsynthese gewonnen.

Die Festphasensynthese der Glycopeptid-Par-
tialsequenz 1 aus ESL-1 mit der Arabino-Sialyl-
Lewisx-Seitenkette an Asn673 wird am allylischen
HYCRON-Anker[32] an TentaGel-Harz[33] durch-
geführt (Schema 2). In der bereits beschriebenen
Weise[32, 34] wird Fmoc-Asparaginsäure-b-benzyl-
ester über den allylischen Anker an mit b-Alanin
als Standardaminosäure beladenes TentaGel ge-
bunden. Mit Ausnahme der ersten Kettenver-
längerung wird die Festphasensynthese nach der
Fmoc-Strategie vorgenommen, wobei die Seiten-
kettenfunktionen der Aminosäure-Bausteine
benzylgeschützt sind. So wird vermieden, dass
durch abschlieûende acidolytische Schutzgrup-
penabspaltungen die empfindliche b-Arabinosyl-
Bindung angegriffen wird. Zur Bildung des poly-
mergebundenen Dipeptids wird allerdings Boc-
Glutaminsäure-b-benzylester (Boc� tert-Butoxy-
carbonyl) eingesetzt, weil so nach Abspaltung der
Boc-Gruppe mit Trifluoressigsäure (TFA) die
unerwünschte Ablösung des Peptids[32, 34] als Di-
ketopiperazin[35] vermieden wird. Die ersten sie-
ben Kupplungen werden mit jeweils vier ¾quiva-
lenten N-geschützter Aminosäure und [2-O-(1H-
Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyl-uronium-
tetrafluoroborat] (TBTU),[36] 1-Hydroxybenzo-
triazol (HOBt) und N-Methylmorpholin vorge-

nommen. Daran schlieût sich eine Acetylierung (Ac2O/
Pyridin) an. Die Abspaltung der Fmoc-Gruppe erfolgt jeweils
mit Morpholin/DMF und wird UV-spektrometrisch verfolgt.
Die UV-Analyse der Fmoc-Abspaltungslösung zeigt, dass die
Kupplung des O-Benzyl-threonin-Bausteins mit dem Gluta-
minsäure-b-benzylester unvollständig verlief, was vermutlich
auf eine Rückfaltung zurückzuführen ist.

Zur Kupplung mit dem Arabino-Sialyl-Lewisx-Baustein 15
standen nur 1.5 ¾quivalente dieser komplexen Komponente
zur Verfügung. Die Kupplungszeit wurde daher von 15 h auf
36 h ausgedehnt und, wie bei der anschlieûenden Kondensa-
tion mit Fmoc-Glycin, das reaktive Kupplungsreagenz HA-
TU/HOAT verwendet. Nach den beiden letzten Kupplungen
wurde nicht acetyliert, um zu vermeiden, dass die in der Regel
unvollständig ablaufende Acetylierung der 2- und 4-OH-
Gruppen der Galactose zu Produktgemischen führt. Auch
erwies sich die vollständige Abspaltung dieser O-Acetylgrup-
pen stets als problematisch.[28]
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Schema 1. a) EtSH, BF3 ´ Et2, CH2Cl2, ÿ15 8C, 49%; b) NaOMe, MeOH, 20 8C, quant.;
c) C6H5CH2Br, NaH, DMF, 0 8C, 88 %; d) CuBr2, Bu4NBr, CH2Cl2/DMF, 20 8C, 57%; e)
NaCNBH3, THF, HCl in Et2O, THF, 0 8C, 68%; f) TMSOTf, CH2Cl2, ÿ15 8C, 2d, 49 %;
g) MeONa, MeOH, 93 %; h) NIS, TfOH, CH3CH2CN, ÿ78!ÿ 32 8C, 24 h, 56%; i) Ra-Ni,
H2, iPrOH/H2O (9:1), 20 8C, 94%; j) Fmoc-Asp-OAll, HATU/HOAT, N-Methylmorpholin,
DMF, 69%; k) (Ph3P)4Pd, N-Methylanilin, THF, 86 % (TMSOTf� Trimethylsilyltrifluor-
methansulfonat).
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Durch Palladium(0)-katalysierte Spaltung des allylischen
HYCRON-Ankers in 16 in Gegenwart von N-Methylanilin
als Allylfänger[30] wird das Glycopeptid 17 im Gemisch mit
dem Nonapeptid, welchem der Glycosyl-Asparagin-Baustein
fehlt, gewonnen. Wegen der geringen Löslichkeit dieser
Mischung in für die HPLC geeigneten Lösungsmitteln ist
die Trennung schwierig. Deshalb werden nach dem Ausschüt-
teln der Lösung in Dichlormethan die Benzylester, -ether und
die Fmoc-Gruppe hydrogenolytisch in Methanol, 1,4-Dioxan,
Essigsäure entfernt und die O-Acetylgruppen sowie der
NeuNAc-Methylester in wässriger NaOH bei pH 10.5 hydro-
lysiert. Vom so erhaltenen Produktgemisch (Gesamtausbeute
22 %) werden durch RP-HPLC unpolare Verunreinigungen
entfernt. Durch zweimalige Ausschlusschromatographie an
Sephadex G15 unter NMR-Kontrolle erhält man das reine
Arabino-Sialyl-Lewisx-Glycopeptid 18 aus ESL-1.[37]

In einem statischen Assay wird die Inhibierung der Adhä-
sion von 32Dc3-Zellen (neutrophile Maus-Zellinie) an ein
E-Selektin-IgG-Konstrukt[38] in Gegenwart von Sialyl-Lewisx

als Standard-Ligand (IC50� 1 mm), eines di-
valenten Sialyl-Lewisx-Glycocyclooctapep-
tids[39] (IC50� 0.8 mm), von vollständig de-
blockiertem Arabino-Sialyl-Lewisx-Aspara-
gin-Konjugat 15 (IC50� 2.6 mm), eines
RGDA-Arabino-Sialyl-Lewisx-Glycopep-
tids[39] (IC50� 2.2 mm) und des Arabino-
Sialyl-Lewisx-ESL-1-Glycodecapeptids 18
(IC50� 0.12 mm) ermittelt. Dabei zeigt sich,
dass 18 ein effektiver Inhibitor ist und im
Vergleich zum einfachen, völlig deblockierten
Asparagin-Konjugat (deblockiertes 15) eine
mehr als 20-fache und zu den Sialyl-Lewisx-
Liganden eine ca. 10-fach höhere Affinität zu
E-Selektin aufweist. Der Einfluss der Peptid-
Kette auf die E-Selektin-Bindung wird auch
durch Vergleich des RGDA- mit dem ESL-1-
Glycopeptid deutlich, da letzteres eine ca. 19-
mal stärkere Inhibierung der Adhäsion der
neutrophilen Zellen am E-Selektin bewirkt.
Daraus kann man schlieûen, dass die Sequenz
1 aus dem ESL-1 biologische Bedeutung für
die Bindung des Liganden an das Selektin
haben könnte. Auûerdem belegen diese Be-
funde, dass Arabino-Analoga zum Sialyl-
Lewisx[40] wirksame, metabolisch aber stabili-
sierte Inhibitoren der inflammatorischen Kas-
kade und der Invasion metastasierender Tu-
morzellen bilden können.
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Schema 2. a) TBTU, HOBt, N-Methylmorpholin, DMF; b) Ac2O, Pyridin; c) Morpholin/DMF
(1:1); d) TFA/CH2Cl2 (1:1); e) HATU/HOAT, N-Methyl-morpholin, DMF, (Ph3P)4Pd, N-
Methylanilin, DMF, DMSO, 3 d, Gesamtausbeute des Gemisches 22 %; g) Pd(OH)2/H2, MeOH,
Dioxan, AcOH, 10 d; h) NaOH, H2O, pH 10.5, 24 h (Fmoc� 9-Fluorenylmethoxycarbonyl).
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Monolithische Materialien: neue
Hochleistungsträger für permanent
immobilisierte Metathesekatalysatoren
Monika Mayr, Betina Mayr und
Michael R. Buchmeiser*

Die Olefinmetathese in all ihren Variationen zählt heute zu
den wichtigsten C-C-Verknüpfungsreaktionen.[1] Während
die ringöffnende Metathesepolymerisation (ROMP) sowie
die acyclische Dienmetathesepolymerisation (ADMET) neue
wichtige Akzente in der Polymerchemie und in den Mate-
rialwissenschaften setzten, finden vor allem die Kreuzmeta-
these (CM) sowie die Ringschlussmetathese (RCM) weite
Anwendung in der Organischen Chemie.[2] Die dafür ein-
gesetzten Molybdän- und Rutheniumalkylidene (letztere vor
allem mit Liganden auf der Basis N-heterocyclischer Carbene,
NHC-Liganden) fanden dabei bis vor kurzem nur in der
Homogenkatalyse Verwendung.[3] Die ersten heterogenen
Rutheniumsysteme wurden bereits von Grubbs et al. be-
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vereinen, dabei jedoch die für viele heterogene Systeme
typischen Nachteile wie diffusionkontrollierte Reaktionen,
Ausbluten des Katalysators etc. zu umgehen. Als Liganden-
system erschienen dafür NHC-Liganden wiederum als be-
sonders attraktiv. Diese bilden zum einen hoch aktive
Rutheniumcarbene,[9±12] zum anderen sind die entsprechen-
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wobei der dissoziierende Ligand ausschlieûlich das schwächer
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quervernetztem Polystyrol (PS-DVB) nur schwer realisiert
werden können, konnten wir die neuesten Entwicklungen auf
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stellte monolithische Materialien sind seit den 70er Jahren
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